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RINGKASAN 
Pengembangan Senyawa Antifungi dari Actinomycetes spWGKP Isolat Lokal Sebagai 
Kandidat Antifungi Potensil: Purifikasi, Karakterisasi dan Optimasi Pemacuan Produksi 
(Alimuddin Ali, Hartati) Tahun 2010: 52 halaman. 
 
Jumlah obat antifungi yang digunakan dalam bidang kesehatan tergolong sangat 
kecil dibandingkan dengan obat antibakteri. Minimnya jumlah senyawa antifungi 
tersebut merupakan masalah serius yang dihadapi dalam bidang pengobatan. Hal ini 
disebabkan oleh semakin menurunnya kepekaan (terjadinya resistensi) beberapa 
mikrobia patogen terhadap obat yang digunakan secara klinis saat ini. Resistensi 
antimikrobia merupakan suatu masalah yang sangat serius  dalam bidang kesehatan 
hampir seluruh dunia, baik di lingkungan rumah sakit maupun dalam komunitas 
masyarakat. Masalah ini berkembang seiring dengan penggunaan bahan antimikrobia 
yang sering tidak rasional yang akhirnya menyebabkan peningkatan jumlah kematian  
Saat ini orientasi pencarian senyawa bioaktif (drug discovery) cenderung diarahkan 
pada kelompok actinomycetes. Beberapa peneliti di negara-negara lain menemukan 
senyawa kandidat antimikrobia dari sumber actinomycetes lokal  (wild type) yang 
memiliki kekhasan kimiawi yang berbeda dengan spesies yang sama di tempat yang 
lain. Bahkan penemuan struktur senyawa bioaktif baru umumnya diperoleh dari 
penemuan isolat strain baru. Dengan demikian upaya pencarian berbagai mikrobia 
menjadi prioritas beberapa penelitian selain dilakukan sintesis senyawa baru 
berdasarkan kerangka struktur senyawa yang sudah ada melalui berbagai proses 
kimiawi. Selain itu upaya pencarian jenis-jenis mikrobia lokal menjadi hal yang urgen 
dilakukan mengingat keragaman mikrobia utamanya di daerah tropis sangat tinggi 
seperti halnya di Indonesia.  Indonesia sebagai negara yang luas dan memiliki sumber 
daya alam yang kaya, termasuk kekayaan mikrobia yang masih belum banyak 
dieksplorasi. Keragaman mikrobia khususnya penghasil metabolit bioaktif membuka 
peluang ditemukannya senyawa yang dapat digunakan untuk mengatasi permasalahan 
resistensi mikrobia patogen penyebab infeksi. 
 
 
Penelitian ini bertujuan untuk mengkarakterisasi isolat Actinomycetes penghasil 
antifungi berdasarkan ciri morfologi, fisiologi dan molekulernya serta melakukan 
purifikasi parsial senyawa aktifnya.  Hasil penelitian yang telah dilakukan menunjukkan 
bahwa satu isolat yang diberi kode WGKP memiliki aktivitas antifungi paling potensil. 
Produksi antifungi paling tinggi pada media yang diberi amilum (tepung tapioka) 1% 
dan yeast extract 0,25%. Isolat tersebut merupakan genus Streptomyces berdasarkan ciri 
morfologi dan fisiologis serta alignment secara parsial gen 16S rRNA yang memiliki 
kedekatan secara filogenetik dengan S.yogyakartensis. Senyawa antifungi yang 
diperoleh dari hasil purifikasi parsial menunjukkan adanya bercak yang berwarna 
kuning dengan deteksi serrium sulfat dan tidak tampak pada  UV254 dan 366.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
SUMMARY 
The development of antifungal compounds from Actinomycetes spWGKP Local 
Isolates As a Candidate antifungal potensil: Purification, Characterization, Optimization 
and Trigger of Production (Alimuddin Ali, Hartati) 2010: 50 pages. 
 
The number of antifungal drugs was used in the medicinal health field are very 
small compared with antibacterial drugs. The lower number of antifungal compounds is 
a serious problem faced in the field of medicine. This is caused by decreasing the 
sensitivity (resistance), some microbial pathogens to the drugs in clinical use today. Tne 
antimicrobial resistance is one of a very serious problem in the health field almost the 
entire world, both in the hospital environment or in the community. This problem is 
growing along with the use of antimicrobial substances that are often not rational that 
eventually led to an increasing number of deaths.  
Currently, the orientation of the research of bioactive compounds (drug 
discovery) tend to be directed at groups of Actinomycetes. Some researchers in other 
countries to find a candidate antimicrobial compounds from source local Actinomycetes 
(wild type) which have different chemical characteristics with the same species 
elsewhere. Even the discovery of new bioactive compounds structure commonly isolate 
obtained from the discovery of new strains. Thus the search for a variety of microbial 
priority do some research in addition to the synthesis of new compounds based on the 
framework of the existing structure of the compounds through various chemical 
processes. In addition, the search for the types of local microbial become an urgent 
matter given the diversity of microbial conducted mainly in the tropics is very high, as 
in Indonesia. 
Indonesia as a country which rich a natural resources, including microbial 
richness that are still under explored. Diversity of metabolite-producing microbial in 
particular the discovery of bioactive compounds opened up opportunities that can be 
used to overcome problems of resistance of pathogenic microbes that cause infections. 
This study purposed to characterize the antifungal-producing Actinomycetes isolates 
based on morphological characteristics, physiology and molecular and perform partial 
purification of active compounds. 
The results have shown that an isolate is coded WGKP has the most potensil 
antifungal activity. The antifungal production was higher in media which treated by 
amylum (tapiocca powder) and yeast extract 1% and 0,25%, respectively. These isolate 
is belong to Streptomyces genus based on morphological and physiological 
characteristics and alignment of partial 16S rRNA gene has a phylogenetic closest with 
S.yogyakartensis. Anantifungal compounds obtained from the partial purification 
showed a yellow spot with detection serrium sulfate and does not appear on UV254 and 
366. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
PRAKATA 
Segala Puji bagi Allah Swt, atas rahmat dan karunianya sehingga penelitian dan 
laporan ini dapat kami selesiakan. Penelitian ini berorientasi pada eksplorasi mikrobia 
khususnya kelompok Actinomycetes. Topik penelitian ini merupakan salah satu 
pendekatan dalam wacana eksplorasi sumber daya alam yang memiliki potensi besar 
untuk dikaji lebih komprehensif.  Keragaman organisme khusunya mikrobia pada 
daerah tropik  yang dikenal memiliki keragaman spesies yang tinggi merupakan tujuan 
yang harus diprioritaskan mengingat sumber pengobatan, dan senyawa aktif bahan alam 
banyak ditemukan.  
Sebagai obyek penelitian, maka Actinomycetes memiliki keragaman akan 
senyawa bioaktif baik metabolit primer maupun sekunder yang memiliki nilai komersil 
tinggi untuk diaplikasikan baik dibidang kesehatan, pertanian maupun industri berbasis 
farmakologis. Melalui upaya skrining isolat maupun senyawa aktif, maka diharapkan 
akan ditemukan potensi senyawa maupun isolat Actinomycetes untuk dikaji lebih dalam 
agar koleksi mikrobia maupun senyawa dapat lebih ditingkatkan. 
Semoga hasil penelitian ini dapat dijadikan referensi atau acuan dasar untuk 
penelitian lebih lanjut yang berkaitan dengan pengembangan senyawa antimikrobia 
khususnya antifungi dari isolat tropik. Selanjutnya, kami mengakui bahwa penelitian ini 
dapat terlaksana sesuai yang diharapkan atas bantuan dari banyak pihak baik secara 
langsung maupun tidak. Untuk itu kami menyampaikan terima kasih yang setinggi-
tingginya kepada staf dan jajaran Lembaga Penelitian Universitas Negeri Makassar, dan 
Lab Mikrobiologi Jurusan biologi UNM atas segala bantuan yang telah diberikan baik 
berupa dana penelitian maupun analisa sampel penelitian. Semoga Allah Swt memberi 
ganjaran yang setimpal dan penelitian ini memberi manfaat adanya. 
Makassar,    22 Nopember 2010 
 
Penulis 
 
DAFTAR ISI 
 
HALAMAN PENGESAHAN................................................................. ii 
RINGKASAN  ....................................................................................... iii 
KATA  PENGANTAR vii 
DAFTAR  ISI ......................................................................................... viii 
DAFTAR TABEL ix 
DAFTAR GAMBAR x 
DAFTAR LAMPIRAN xi 
BAB I. PENDAHULUAN  
A. Latar Belakang   …..................................................... 11 
B. Rumusan Masalah   .................................................... 13 
BAB II. TINJAUAN PUSTAKA 
A. Antibiotik.................................................................... 
 
14 
B. Bahan antifungi  .................................... 14 
C. Mikrobia penghasil antibiotik 19 
D. Actinomycetes 20 
BAB III. TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN 
A. Tujuan     ………........................................................ 
 
23 
B. Manfaat     ………...................................................... 23 
BAB  IV.      METODE PENELITIAN 
                      A.  Skrining isolat penghasil antifungi………………………. 
 
24 
B. Optimasi produksi senyawa antifungi 25 
C. Identifikasi isolat Actinomycetes 28 
BAB V. HASIL DAN PEMBAHASAN 32 
A. Uji antagonis 32 
B. Hasil pengujian pertumbuhan terhadap beberapa media 33 
C. KLT-bioautografi antifungi Actinomycetes sp.WGKP 41 
D. Purifikasi senyawa antifungi 42 
E. Morfologi dan karakter koloni isolat WGKP 43 
F. Pohon filogenetik strain WGKP 46 
BAB VI. KESIMPULAN DAN SARAN 
A. Kesimpulan  ............................................................... 
 
48 
B. Saran  .......................................................................... 48 
DAFTAR PUSTAKA  ........................................................................... 48 
LAMPIRAN - LAMPIRAN.................................................................... 49 
 
 
 
 
DAFTAR TABEL 
 
No.                                              Judul halaman 
1.       Aktivitas antifungi dari semua isolat Actinomycetes penghasil 
antifungi 
 
32 
2.       Karakteristik kultur strain Actinomycetes sp.WGKP  
44 
3.       Karakter fisiologi Actinomycetes sp.WGKP 45 
 
DAFTAR GAMBAR 
 
No.                                              Judul Halaman 
1.       Bagan alir karakterisasi isolat Actinomycetes ………. 7 
2.   Zona penghambatan pertumbuhan yang disebabkan oleh metabolit 
Actinomycetes......... 
7 
3.       Hubungan antara jenis media dengan berat biomassa isolat WGKP   
......................................................................... 
22 
4.       KLT-Bioautografi zona hambatan pertumbuhan fungi uji oleh 
senyawa antifungi 
23 
5.       Kromatogram dari fungi gabungan D4 yang menunjukkan aktivitas 
antifungi 
24 
6.       Morfologi aerial miselium pada media ISP2 yang berumur 7 hari 26 
7.       Filogenetik strain WGKP terhadap genus Streptomyces spp 28 
BAB I 
PENDAHULUAN 
 
A. Latar Belakang 
Penyebaran penyakit infeksi masih menempati peringkat teratas pada negara-
negara berkembang seperti Indonesia, sehingga dibutuhkan biaya penanggulangan yang 
cukup besar terutama untuk pengadaan obat-obat golongan antibiotika. Selama ini 
antibiotika yang umum digunakan adalah golongan antibakteri dan antifungi. 
Pengobatan penyakit infeksi dengan pemberian antibiotika tertentu ditemukan beberapa 
masalah terutama hipersensitif dan kecenderungan resistensi mikrobia penyebab 
infeksi.  
Beberapa jenis mikrobia (bakteri dan fungi) telah mengembangkan sistem 
resistensi terhadap berbagai jenis antibiotika. Mikrobia berusaha dengan berbagai 
strategi untuk mencegah efek penghambatan terhadap antibiotika serta memiliki 
perangkat yang sangat efisien untuk menyebarkan sifat resistensi tersebut pada 
turunanya sehingga menimbulkan terbentuknya patogen resisten (Giamarellou & 
Antoniadou, 1997). Sistem resistensi tersebut dikembangkan oleh mikrobia melalui 
beberapa mekanisme misalnya penghambatan pembentukan dinding sel bakteri (Allen 
dan Nicas, 2003), penghambatan sintesis ribosom bakteri (Krist & Showsh, 2007) 
perubahan struktur senyawa antibiotika melalui pembentukan -Laktamase  (Baquero et 
al, 1997; Melano et al, 2003), perubahan struktur gen dalam selnya (Witte, 1997; 
Davelos et al, 2004) serta gangguan pembentukan sterol pada membran sel fungi 
(Lemriss et al, 2003). 
Penelitian untuk mencari antimikrobia baru yang aman dan memiliki potensi 
besar merupakan salah satu tantangan bagi industri farmasi saat ini, khususnya yang 
berkaitan dengan peningkatan infeksi opurtunistik pada inang (Badji et al, 2006). 
Ketersediaan antibiotik dan senyawa-senyawa kemoterapi lainnya merupakan suatu hal 
yang menggembirakan baik saat ini maupun yang akan datang, akan tetapi hal tersebut 
tidaklah mencukupi. Permasalahan utama yaitu harus tersedia bahan-bahan pengobatan 
baru yang memiliki potensi lebih baik dibanding dengan yang ada saat ini (Allen dan 
Nicas, 1997). Salah satu upaya yang dapat dilakukan adalah melakukan skrining 
senyawa bioaktif pada berbagai organisme atau melakukan modifikasi terhadap 
senyawa yang sudah ada (Breithaupt, 1999). 
Actinomycetes merupakan salah satu sumber metabolit bioaktif yang sangat 
menarik. Meski laju penemuan senyawa baru cenderung menurun akibat kajian secara 
ekstensif pada kelompok actinomycetes, namun penemuan spesies-spesies baru justru 
berpotensi besar ditemukan pula metabolit baru (Suzuki et al, 2000). Sejarah penemuan 
obat-obatan baru menunjukkan adanya fakta bahwa dalam banyak kasus, rangka 
molekul baru justru ditemukan berasal dari golongan actinomycetes (Badji et al, 2006). 
Barrakate et al, 2002 menyatakan bahwa diperkirakan dua pertiga senyawa antibiotika 
telah diisolasi dari mikrobia ini, sehingga perlu upaya untuk terus dilakukan skrining 
senyawa bioaktif baru dari kelompok mikrobia ini. Mikami et al, 2000, actinomycetes 
tidak hanya dihasilkan oleh golongan yang non patogen tetapi juga dihasilkan oleh 
actinomycetes patogen opurtunistik. 
 
 
B. Rumusan Masalah 
Berdasar uraian tersebut diatas, maka rumusan masalah dalam penelitian ini 
dijabarkan sebagai berikut: 
1. Ada berapa isolat Actinomycetes yang didapatkan memiliki kemampuan 
menghasilkan senyawa antifungi? 
2.  Bagaimana kondisi optimum pertumbuhan isolat untuk menghasilkan senyawa 
antifungi? 
3. Bagaimana ciri morfologi isolat Actinomycetes terpilih yang menghasilkan antifungi 
paling tinggi? 
4. Bagaimana filogenetik isolat terpilih terhadap strain acuan? 
5. Bagaimana karakter senyawa antifungi yang dihasilkan oleh isolat Actinomycetes 
terpilih? 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BAB II  
TINJAUAN PUSTAKA 
 
A. Antibiotika 
Antibiotika dinyatakan sebagai senyawa yang dihasilkan oleh mikrobia atau 
produk metabolisme mikrobia yang mampu menghambat atau membunuh mikrobia lain 
dan efektif pada konsentrasi rendah (Atlas, 1997). Antimikrobia dibedakan dengan 
antibiotika sebagai senyawa yang dihasilkan bukan hanya oleh mikrobia tetapi berbagai 
senyawa yang menunjukkan aktivitas terhadap mikrobia. Aktivitas biologis antibiotika 
adalah menghambat proses kehidupan organisme hidup lainnya seperti bakteri,fungi 
atau virus (Betina, 1983). 
Antibiotika merupakan metabolit sekunder dari mikrobia. Metabolit sekunder 
merupakan subtansi yang berfungsi untuk meningkatkan kemampuan mempertahankan 
kelangsungan hidup organsime yang menghasilkan (William et al, 1989). Sebagian 
besar antibiotika yang dikenal saat ini adalah metabolit sekunder yang berasal dari 
bakteri dan fungi mikroskopik, namun hanya beberapa antibiotika dari bakteri yang 
memiliki fungsi komersial misalnya bacitracin, polymixin B, tryotricin dan niasin. 
Selain itu beberapa fungi diketahui menghasilkan antibiotika misalnya 
penicillin,griseolfulvin, dan synnematin B (Yamada and Azama, 1997). 
B. Bahan Antifungi 
Fungi merupakan penyebab terjadinya penyakit yang disebut mikosis dari tingkat 
kronis sampai serius. Infeksi terjadi dari yang bersifat superfisial, yaitu infeksi pada 
permukaan kulit dan sistemik yang terjadi pada seluruh tubuh. Aspek penting yang 
berkaitan dengan pengembangan pengobatan penyakit mikosis adalah sifat fungi yang 
eukariotik yang sama dengan sel manusia. Beberapa enzim yang ada pada fungi 
memiliki kesamaan fungi dengan enzim pada sel manusia, sehingga senyawa tersebut 
dapat berpotensi kuat bersifat toksik pada manusia. Walaupun demikian, maka upaya 
untuk mengembangkan obat antifungi dilakukan dengan mencari senyawa target yang 
spesifik antara fungi dan sel manusia (Espinel-Ingroff, 1997).  
Antifungi saat ini yang paling banyak digunakan adalah yang sasaran utamanya 
adalah ergosterol, yaitu senyawa golongan steroid yang menyusun dinding sel fungi. 
Akan tetapi ada pula yang sasarannya adalah mempengaruhi inti sel fungi misalnya 
griseofulvin dan 5-Fluorocytosin (Ghannoum and Rice, 1999). 
Mekanisme Kerja Senyawa Antifungi 
Ada 3 kelompok utama antifungi yang saat ini digunakan secara klinis antara lain 
azole, polyene dan allylamin atau thiocarbamat. Mekanisme kerja dari semua kelompok 
antifungi tersebut hampir seluruhnya berkaitan dengan proses penghambatan kerja dari 
pembentukan ergosterol, baik secara langsung maupun interaksi secara langsung. 
Ergosterol merupakan komponen utama membran sel fungi. Ergosterol berfungi sebagai 
suatu bioregulator fluiditas membran yang secara asimetris memberi kekuatan pada 
membran sel fungi. Kekuatan membran tersebut disebabkan oleh adanya penyisipan 
gugus C-4 metil dari sterol (Selitrennkoff, 2001).  Beberapa bukti kuat menunjukkan 
pula bahwa sasaran utama dari azole adalah protein heme, yang mengko-katalisa 
demetilasi sitokrom P-450-14α dari lanosterol. Penghambatan 14α demetilase 
menyebabkan deplesi ergosterol dan akumulasi prekursor sterol, misalnya 14α-metil 
sterol (lanosterol, 4,14-dimetilzimosterol, dan 24-metilendihidrolanosterol), yang 
mengakibatkan perubahan pembentukan pada struktur dan fungsi membran plasma. 
Saat ini banyak  turunan dari triazole seperti fluconazole, itraconazole, dan variconazole 
(pengembangan dari triazole) memiliki aktivitas antifungi pada bagian yang hampir 
sama yaitu penghambatan pada sitokromP-450 dependen 12α demetilase (Ghannoum 
and Rice, 1999). 
Meskipun kebanyakan antifungi azole merupakan inhibitor pada 14α-demetilase, 
namun ada beberapa sifat kerja yang bersifat heterogeniti diantara antifungi tersebut. 
Turunan imidazole (misalnya miconazole, econazole, dan ketoconazole) memiliki cara 
kerja yang cukup kompleks, yaitu melakukan penghambatan terhadap beberapa enzim 
terikat membran serta penghambatan terhadap biosintesis lipid membran (Alvarez et al, 
2007). Sementara itu terjadi akumulasi sintesis zimosterol dan squalene terjadi pada 
C.albicans bila diberi perlakuan dengan voriconazole.  
Sintesis kolesterol pada mamalian juga dihambat oleh azole pada tahap 
demetilase 14alpa, akan tetapi dibutuhkan dosis yang lebih tinggi untuk memberikan 
pengaruh yang sama jika dibandingkan dengan perlakuan pada fungi. Hitchcock et al, 
1990 menyatakan bahwa voriconazole  menunjukkan penghambatan sebesar 50% 
terhadap P-450-dependen 14 α–sterol demetilase (P-450DM) dari kolesterol hati tikus 
pada konsentrasi 7,4 uM. Sebaliknya penghambatan sebesar 50% dari antifungi ini 
terhadap P-450DM pada fungi pada konsentrasi yang lebih kecil dari 0,03 uM (sekitar 
250 kali lebih aktif terhadap enzim fungi dibanding enzim mamalia).              
Mekanisme resistensi azole. 
Sebagaimana dinyatakan diatas bahwa ada beberapa hal yang berkaitan dengan 
modifikasi dari antimikrobia azole sebagai mekanisme terjadinya resistensi. Strain yang 
telah resisten menunjukkan adanya modifikasi baik secara kualitatif maupun kuantitatif 
pada enzim target, pengurangan akses terhadap target atau kombinasi dari keduanya 
(Alvares et al, 2001) 
(a) Modifikasi target, beberapa bukti kuat yang menunjukkan adanya suatu 
proses modifikasi dalam jumlah maupun kualitas 14α demetilase dalam proses 
resistensi dari bahan antifungal azole. Kajian terbaru menunjukkan mekanisme 
resistensi terhadap fluconazole terjadi melalui perbandingan komposisi sterol, 
akumulasi fluconazole dan penghambatan 14α demetilase oleh  fluconazole terhadap 
dua strain klinis yanitu C.krusei (ekspresi secara intrinsik terhadap fluconazole) dan 
Isolat peka dari C.albicans tidak ada perbedaan dalam kandungan sterol dari kedua 
isolat tersebut yang ditemukan.  
Kajian yang dilakukan terhadap ekstrak sel menunjukkan bahwa konsentrasi 
fluconazole dibutuhkan untuk menghambat sintesis ergosterol berkisar 50%lebih tinggi 
yaitu berkisar 24 sampai 46 kali lebih tinggi pada C krusei dibandingkan dengan 
C.albicans. Dengan demikian dinyatakan bahwa affinitas enzim target berbeda pada 
kedua spesies tersebut (Ghannoum and Rice, 1999). 
(b) Effluks aktif. Bukti lainnya menunjukkan adanya akumulasi terhadap 
kemungkinan terjadinya proses aktif effluks sebagai suatu mekanisme penting 
terjadinya proses resistensi antifungi azole. Hasil penelitian menunjukkan bahwa fungi 
memiliki paling tidak adanya dua sistem effluks (i) protein yang termasuk superfamili 
mediasi utama (MFS) dan (protein superfamili cassete binding ATP (ABC). Protein 
effluks obat MFS  berkaitan langsung dengan proses transportasi  secara struktural 
senyawa-senyawa yang berpotensi toksis terhadap mikrobia (Selitrennkoff, 2001).  
(c) Perubahan komposisi membran.  Interaksi antara sterol dan pospolipida 
pada membran sitoplasma mempengaruhi fluiditas dan asimetri membran sehingga 
berpengaruh langsung pula terhadap transportasi material melalui membran. Penurunan 
jumlah obat yang diberikan pada fungi menyebabkan terjadinya perubahan sterol 
dan/atau komposisi pospolipida pada membran sel. Penggunaan cerulenin sebagai 
modulator lipid yang dilakukan oleh Mago dan Khuller menunjukan adanya perubahan 
pospolipida dan profil asam lemak  yang mempengaruhi permeabilits membran dari 
C.albicans yang telah resisten terhadap miconazole.  
Hitckcok et al menunjukkan pula bahwa mutan dari C.albicans yang resisten 
terhadap azole dan polyene memiliki kandungan lemak yang lebih besar serta rasio lipid 
polar dengan lipid netral yang lebih rendah pada strain yang peka. Akan tetapi 
perubahan paling signifikan pada lipid dari strain resisten adalah pola sterol di dalam 
membran, dimana ergosterol tergantikan oleh sterol termetilasi seperti metilfecosterol 
(Alvarez et al, 2001., Ghannoum and Rice, 1999) 
Mekanisme resistensi Polyene. 
Meskipun sudah lebih dari 30 tahun digunakan secara klinis, namun resistensi 
terhadap antibiotik polyene seperti ampotericin B dan nystatin jarang terjadi. Menurut 
Hamilton–Miller, 1973 bahwa resistensi secara hipotesis terjadi melalui perubahan baik 
secara kualitatif maupun kuantitatif dalam kandungan sterol dalam sel. Hal berbeda 
yang diungkapkan oleh Ghannoum and Rice, 1999, bahwa resistensi dapat diinduksi 
(induksi melalui mekanisme adaptasi) pada strain C.albicans dengan adanya jumlah 
kandungan ergosterol yang rendah dalam sel.  Penurunan jumlah ini tidak terkait 
dengan degradasi secara enzimatis tetapi  akibat penghambatan terhadap proses 
sintesisnya sendiri.  
C. Mikrobia penghasil antibiotika 
Aktinomycetes merupakan kelompok bakteri yang paling banyak menghasilkan 
senyawa bioaktif (70%), fungi (20%) dan bakteri (10%) yang bermanfaat sebagai 
senyawa bioaktif (Oskay et al., 2004; Bentley et al., 2002;  Pelaez, 2005). 
Metabolit sekunder sering diproduksi dalam jumlah besar dan kebanyakan 
disekresikan ke dalam media biakan. Kebanyakan antibiotika merupakan metabolit 
sekunder, tetapi ada antibiotika sebagai hasil metabolit primer sehingga antibiotika 
terbentuk selama pertumbuhan organsime, misalnya antibiotika polipeptida nisin (Allen 
dan Nicas, 2003). Antibiotika terutama dihasilkan oleh mikrobia yang memiliki 
kemampuan sporulasi. Pada Bacilli, produksi antibiotika terjadi pada awal 
pembentukan spora (Betina, 1983.) 
Untuk memperoleh antibiotika baru, maka hal yang dilakukan adalah melalui 
pencarian strain penghasil antibiotika, terutama Streptomyces spp dari habitat tanah. 
Selain itu banyak pula diakukan variabilitas genetik intra strain sebagai sumber 
penghasil antibiotika baru (Suzuki et al, 2000). Selain itu beberapa genus lainnya 
mampu menghasilkan senyawa antimikrobia misalnya Frankia sp (Myers dan Tisa, 
2004); Actinomadura sp (Kim et al, 2000; Badji et al, 2006); Nocardia sp (Lemriss et 
al, 2003), demikian juga Amycolatopsis spp yang diisolasi dari tanah-tanah di India 
menghasilkan antibiotika yang aktif mematikan Staphylococci Resisten Methicillin 
(Wink et al, 2003). 
Survei literatur dari tahun 1988-1992 menunjukkan bahwa lebih dari seribu 
metabolit sekunder baru yang ditemukan dari actinomycetes. (Euverink, 2000). Genus 
Streptomyces merupakan penghasil senyawa terbesar yang mencapai dua pertiga dari 
total actinomycetes sedangkan kontribusi terkecil berasal dari genera 
Saccharopolyspora, Amycolatopsis, Micromonospora dan Actinoplanes (Challis dan 
Hopwood, 2003). 
Metabolit sekunder disintesis pada kondisi petumbuhan suboptimal pada akhir 
fase pertumbuhan eksponensial atau pada fase stasioner.Pembentukan metabolit  
tersebut dikendalikan secara langsung  oleh perangkat gen melalui mekanisme yang 
sangat terkontrol (Euverink, 2000) 
D. Actinomycetes 
Actinomycetes merupakan bakteri yang termasuk dalam ordo Actinomycetales 
dan dicirikan oleh pembentukan filamen bercabang sehingga menyerupai fungi. 
Aktinomisetes adalah kelompok bakteri berfilamen, gram positif dengan GC tinggi 
berkisar 63 – 78% (Atlas, 1997; Madigan et al., 2000. Actinomycetales (aktinomisetes) 
merupakan ordo bakteri dari kelas Actinobacteria. Sub ordo dari aktinomisetes di 
antaranya Actinomycineae, Micrococcineae, Corynebacterineae, Micromonosporineae, 
Propionibacterineae, Pseudonocardineae, Streptomycineae, Streptosporangineae, 
Frankineae dan Glycomycineae.. Bakteri ini terdistribusi secara luas dalam ekosistem 
alam dan berperan penting dalam siklus biogeokimiawi (Srinivasan et al., 1991).  
Aktinomisetes tumbuh dengan menampakkan filamen bercabang-cabang, dan 
beberapa di antaranya memproduksi spora yang resisten berbentuk aerial miselia atau 
hifa. Diferensiasi selular ekstensif juga tampak dalam pertumbuhannya, selain itu 
pembesaran dan pembelahan selnya berbeda dengan bakteri uniselular lain. Hifa 
vegetatif tumbuh memanjang berupa kumpulan filamen bercabang-cabang tetapi tanpa 
mengalami pembelahan sel, hanya genom saja yang mengalami pembelahan sehingga 
hasilnya adalah sel panjang dengan multiple copy genom. Pemisahan sitoplasma dan 
kromosom melalui pembentukan sekat dan terjadi secara sporadis tanpa pola yang jelas. 
Reproduksi terjadi melalui mekanisme fragmentasi hifa,  sedangkan genus yang tidak 
membentuk spora seperti Nocardia , mekanismenya membentuk sel bulat (sperical) 
(Atlas, 1997). 
Genom aktinomisetes terdiri dari sirkular dan linear tergantung spesiesnya. 
Ukuran genomnya besar, bisa sampai 2 kali genom Escherichia coli. Genom lengkap 
Streptomyces coelicolor yang sudah disekuensing mempunyai ukuran kromosom linear 
8.667.507 bp dengan GC 72,12% (Bentley et al., 2002). Bakteri ini mempunyai plasmid 
yang bervariasi baik ukuran maupun jumlah copynya. Sebagian besar aktinomisetes 
mempunyai plasmid dengan GC tinggi, ukurannya 10 – 40 kb, jumlah copy hingga 30. 
Plasmid berfungsi dalam fertilitas, transfer gen, genomic rearrangement, dan juga 
produksi antibiotik (Atlas, 1997).  
Aktinomisetes secara fisiologis berbeda dengan bakteri lain serta dapat 
memproduksi sejumlah besar enzim ekstraselular dan juga ribuan produk metabolit 
sekunder. Beberapa dari produk ini adalah antibiotik yang bermanfaat dalam bidang 
farmasi seperti senyawa antibakteri, antifungi, dan antikanker. Aktinomisetes 
merupakan produsen antibiotik terbesar dalam industri farmasi. Walaupun 
aktinomisetes menguntungkan, tetapi beberapa diantarannya ada yang bersifat patogen 
dan menimbulkan reaksi alergi (Atlas, 1997; Madigan et al., 2000). 
Actinomycetes memiliki habitat yang cukup luas antara lain ditemukan pada 
tanah, kompos, padang rumput, tanah hutan, sedimen, lumpur (Lee dan Hwang, 2002;  
Xu et al, 1996; Badji et al, 2006)); pada daerah perakaran tanaman (Nishimura et al, 
2002); atau di perairan laut (Takizawa et al, 1993).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BAB III.  
TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN 
 
A. Tujuan Penelitian  
Berdasarkan rumusan masalah tersebut diatas, maka tujuan penelitian ini 
dijabarkan sebagai berikut: 
1. Mengetahui jumlah isolat Actinomycetes yang didapatkan memiliki kemampuan 
menghasilkan senyawa antifungi 
2.  Menentukan kondisi optimum pertumbuhan isolat untuk menghasilkan senyawa 
antifungi. 
3. Mengetahui ciri morfologi isolat Actinomycetes terpilih yang menghasilkan antifungi 
paling tinggi. 
4. Menganalisis filogenetik isolat terpilih terhadap strain acuan 
5. Mengetahui karakter senyawa antifungi yang dihasilkan oleh isolat Actinomycetes 
terpilih 
 
Manfaat Penelitian   
Manfaat utama riset yang dilakukan ini adalah untuk mendukung eksplorasi 
sumberdaya alam khususnya potensi hayati lokal yang bernilai medis untuk 
pengembangan dan penemuan senyawa kimia kandidat kemoterapeutik potensial.  
 
 
 
 
BAB IV  
METODE PENELITIAN 
 
1. Skrining Isolat Penghasil Antifungi 
Isolat actinomycetes yang diperoleh dilakukan uji hayati antagonis secara in vitro 
terhadap 4 fungi (Candida albicans, Saccharomyces cerevisiae, Fusarium oxysporum 
dan Aspergillus flavus). Selanjutnya plate diinkubasi pada suhu 28
o
C selama 7 hari dan 
diamati adanya daerah hambatan pertumbuhan fungi uji. Cakram tanpa isolat 
actinomycetes digunakan sebagai kontrol. Persentase penghambatan pertumbuhajn 
koloni fungi dihitung dengan menggunakan rumus (Khamna et al., 2009; Lee dan 
Hwang, 2002): 
       
 
 
     
Keterangan:  γI = Persentase hambatan pertumbuhan koloni 
    C = Pertumbuhan koloni fungi pada kontrol 
   T = Pertumbuhan koloni fungi pada uji antagonis 
2. Optimasi Produksi Senyawa Antifungi 
Untuk menguji kemampuan optimal memproduksi senyawa antifungi, maka isolat 
terpilih ditumbuhkan ke dalam media uji antara lain: ISP2, ISP4, SNB (Soluble Starch 
Nitrate Broth), SSB (Soluble Starch Broth) dan SCB (Soluble Starch Casein Broth). 
Kelima medium tersebut diatur pHnya menjadi ± 7,2 sebelum dilakukan sterilisasi lalu 
di inokulasikan dengan isolat terpilih sebanyak 1% (v/v) pada konsentrasi sel mencapai 
7,8x10
-6
 cfu/ml. Setiap labu fermentasi diinkubasi pada suhu 30
o
C selama 10 hari pada 
shaker berkecepatan 150 rpm. Sebanyak 1 ml cairan fermentasi diambil dan 
disentrifugasi dengan kecepatan 11.000xg selama 15 menit. Supernatan yang diperoleh 
diambil dan digunakan untuk pengujian aktivitas antifungi.  
Media yang menunjukkan produksi senyawa bioaktif paling tinggi (ditandai 
dengan zona hambatan pertumbuhan paling luas) digunakan sebagai media produksi 
terpilih. Pengujian aktivitas antimikrobia dilakukan selama 10 hari dengan selang 
pengambilan sampel uji (sampling) setiap satu hari. Produksi senyawa bioaktif 
dilakukan dengan mengacu pada hari produksi paling optimal dari masing-masing 
media tumbuh. 
a. Optimasi produksi antifungi berdasarkan sumber karbon dan nitrogen 
Media yang menunjukkan aktivitas produksi antifungi paling tinggi digunakan 
sebagai media basal untuk optimasi produksi senyawa antifungi. Sumber karbon yang 
digunakan antara lain (glukosa, fruktosa, maltosa, gliserol, sukrosa, manosa, sakarosa, 
arabinosa, solbitol, D-manitol, galaktosa, dan laktosa). Sumber nitrogen yang 
digunakan antara lain (kalium nitrat, amonium klorida, amonium sulfat, amonium 
dihidrogen posfat, L-asparaginase, amonium nitrat, pepton, malt extract, yeast extract 
dan urea) (Rizki et al., 2007).  
Media optimasi terpilih dibuat sebanyak 100 mL dalam labu erlenmeyer 500mL 
yang  mengandung sumber karbon sebanyak 1% (b/v) dan sumber nitrogen 0,25% (b/v). 
Sebanyak 5% dari inokulum ditambahkan ke dalam media produksi lalu diinkubasi 
pada shaker selama 10 hari pada suhu kamar (28
o
C). Selanjutnya cairan hasil fermentasi 
disaring dan dilakukan pengujian aktivitas antifungi. Biomassa yang diperoleh 
dilakukan pengeringan sampai diperoleh berat kering lalu ditimbang.      
Metode fermentasi yang digunakan untuk pemacuan produksi antifungi 
menggunakan media cair dan gabungan keduanya yang disebut bifasik. Media produksi 
yang optimun digunakan sebagai media produksi antifungi dengan media dan metode 
pemacuan yang berbeda. 
   b. Fermentasi, Ekstraksi dan Fraksinasi Antimikrobia 
Isolat terpilih dibuat prekultur pada labu erlenmeyer 250 mL yang mengandung 
50 ml medium cair ISP2 dan diinkubasi pada suhu 30
o
C selama 4 hari. Prekultur 
(starter) dipindahkan ke dalam Erlenmeyer 250 mL yang mengandung 50 mL medium 
terpilih (medium yang menghasilkan aktivitas penghambatan paling tinggi). Fermentasi 
dilakukan pada suhu 30
o
C selama 10 hari pada kondisi teragitas pada laju penggojokan 
150 rpm. Setelah fermentasi mencapai waktu yang diinginkan, media pertumbuhan 
mikrobia disaring untuk memisahkan biomassa dan cairan fermentasi. Cairan 
fermentasi disentrifugasi pada kecepatan 5000 rpm selama 20 menit. Supernatan yang 
diperoleh diekstraksi 2 kali dengan pelarut etilasetat (1:1 v/v) dalam corong pisah dan 
dibiarkan selama 20 menit. Ekstrak yang diperoleh dilarutkan difraksinasi dengan 
pelarut dengan tingkat kepolaran yang makin menurun. Hasil fraksinasi dikering 
anginkan lalu disimpan pada desikator untuk digunakan selanjutnya. Biomassa/pellet 
yang diperoleh dicuci dengan akuades steril 3 kali lalu diekstraksi dengan 
metanol/etanol sebanyak 100 mL. Pellet dan metanol/etanol dipisahkan dengan cara 
penyaringan dan diuapkan sampai diperoleh ekstrak kering. Aktivitas antimikrobia 
ditentukan dengan metode uji hayati (bioassay method) berdasarkan metode (Badji et 
al., 2006; dan Pandey, 2004) terhadap mikrobia uji. 
Ekstrak (maserat) dan hasil fraksinasi dilakukan pengujian terhadap mikrobia uji 
dengan cara sebagai berikut: Sebanyak 15 µL maserat yang telah diketahui 
konsentrasinya dilarutkan dengan masing-masing pelarutnya lalu  diteteskan ke dalam 
kertas cakram (diameter 6 mm). Selanjutnya setelah semua pelarut menguap, kertas 
cakram diletakkan pada permukaan media yang telah diinokulasikan dengan mikrobia 
uji. Semua cawan diinkubasi selama 48 jam pada suhu 30
o
C, plate diamati adanya 
aktivitas yang ditandai oleh adanya zona hambatan pertumbuhan mikrobia disekitar 
kertas cakram. 
   b. Pengujian KLT Bioautografi 
Maserat yang memiliki aktivitas antimikrobia dilakukan pengujian secara KLT-
Bioautografi untuk menentukan adanya spot khas yang menghambat pertumbuhan 
mikrobia uji. Maserat ditotolkan pada lempeng KLT (silica gel plate Merck 60 F254) 
yang dikembangkan dengan campuran eluen yang cocok. Bercak dideteksi secara 
bioautografi (Pandey et al, 2004) diatas media tumbuh fungi dan bakteri uji yang 
ditanami mikrobia. Noda aktif divisualisasikan dibawah sinar UV 254 dan 365 nm. 
A. Purifikasi Senyawa Bioaktif 
Aktivitas antifungi dari maserat diuji sebelum dilakukan purifikasi akhir. Fraksi 
dari 5 mL ekstrak krude diatur pH-nya dengan penambahan NaOH atau HCl hinga pH 3 
sampai 11. Masing-masing krude yang telah diatur pHnya disimpan selama 24 jam pada 
suhu 25
o
C, selanjutnya masing-masing fraksi diatur kembali pHnya menjadi 7. Fraksi 
lainnya diambil kembali sebanyak 5 mL lalu diatur pH menjadi 7, lalu diperlakukan 
dengan pemanasan selama 60 menit pada suhu 60
o
C; 45 menit pada suhu 80
o
C dan 30 
menit pada suhu 100
o
C. Aktivitas antifungi dari semua fraksi (perlakuan pH 3 – 11 dan 
suhu 60 – 100oC) diuji dengan metode paper disk terhadap mikrobia uji. Sebagai 
kontrol, digunakan sebanyak 5 ml maserat (pH 7) yang disimpan pada suhu 25
o
C. 
Purifikasi dilakukan dengan menggunakan kolom kromatografi vakum (KKV), 
KKLT dan KKPreparative dengan mengacu pada faktro lingkungan yang diketahui dari 
hasil pengujian sebelumnya. Maserat yang menunjukkan aktivitas dilakukan purifikasi 
lebih lanjut sampai diperoleh senyawa murni. Senyawa murni yang diperoleh 
selanjutnya dilakukan analisis berdasarkan data spektroskopi dan dibandingkan dengan 
pustaka. 
3. IDENTIFIKASI ISOLAT ACTINOMYCETES  
   a. Karakterisasi Actinomycetes 
Actinomycets yang telah diuji kemampuan menghasilkan senyawa antifungi 
dilakukan uji secara morfologi, fisiologi dan molekuler. Secara morfologi dengan 
pengamatan menggunakan metode culture slide (Shirling dan Gottlieb, 1966) yaitu 
pengamatan terhadap Warna Miselium Udara, Pigmen Melanoid Pigmen, Reverse Side 
Pigmen terlarut, Morfologi rantai spora dengan menggunakan mikroskop perbesaran 
1000x. Kajian fisiologis dari actinomycetes yang ditemukan dilakukan berdasarkan 
karakteristik; penggunaan sumber C, suhu dan pH pertumbuhan. 
    b. Kajian Fisiologis 
Kajian fisiologis dilakukan untuk menentukan ciri secara biokimiawi dari isolat 
yang diuji. Pembentukan pigmen melanoid dilakukan uji pada media pepton-extract 
yeast-iron agar (ISP6) dan Tyrosine agar (ISP7). Asimilasi karbohidrat dan asam-asam 
organik sebagai satu-satunya sumber karbon dan penggunaaan testosteron ditentukan 
berdasarkan petunjuk yang dipertelakan oleh Shirling dan Gottlieb, 1966.  
c. Karakterisasi Molekuler Isolat Terpilih 
      Isolat actinomycetes spp yang menghasilkan senyawa bioaktif ditumbuhkan 
selama 3 – 4 hari pada suhu 30oC dalam 100 mL media ISP2 pada labu erlenmeyer 500 
mL dan diberi agitasi. Biomassa diunduh dengan menggunakan sentrifugasi pada 
kecepatan 5.000 rpm selama 20 menit. Pellet yang diperoleh dicuci dua kali dengan 
aquabides. Selanjutnya pellet tersebut digunakan untuk ekstraksi DNA dengan 
mengikuti langkah sebagai berikut: sampel dicampur dalam 800 L larutan lisis cair 
(100 mmol/L Tris-HCl, pH7; 20 mmol/L EDTA; 250 mmol/L NaCl; 2% m/v SDS; 1 
mg/mL Lyzosim), 5 L larutan 50 mg/mL RNAse ditambahkan, selanjutnya suspensi 
diinkubasi pada suhu 37
o
C selama 60 menit. Setelah itu ditambahkan 10 L larutan 
proteinase K (20 mg/mL) dan larutan lisis diinkubasi pada suhu 65
o
C selama 30 menit. 
Lisat diekstraksi dengan fenol dengan volume yang sama dan disentrifugasi pada 
kecepatan 13.000 rpm selama 10 menit. Lapisan cairan (supernatan) diekstraksi kembali 
dengan fenol (50%-50%v/v), kemudian dengan kloroform (50%-50%v/v). DNA 
diperoleh dari fase cair melalui penambahan NaCl (150 mmol/L konsentrasi akhir) dan 
2 kali volume etanol 95% v/v dingin sebelum disentrifugasi. Presipitat DNA 
dibersihkan dengan 50 L etanol 70% v/v, lalu disentrigasi (13.000 rpm 10 menit), 
diresuspensi dengan 50 L buffer TE (10 mmol/L Tris-HCl pH 7,4; 1 mmol/L EDTA, 
pH 8) dan disimpan pada suhu –20oC. Kemurnian larutan DNA dichek dengan 
menggunakan spektrofotometer pada 260 dan 280 nm, jumlah DNA diukur pada 260 
nm. 
Sekuen 16S rRNA di amplifikasi dengan menggunakan metode PCR dengan Tag 
DNA Polimerase dan primer 27f (5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) dan 1492r 
(5’GGTTACCTTGTTACGACTT-3’). Kondisi termal siklus diatur sebagai berikut: 
denaturasi DNA target pada suhu 98
o
C selama 3 menit dilanjutkan dengan 30 siklus 
pada suhu 94
o
C selama 1 menit, annealing primer pada suhu 54
o
C selama 1 menit, dan 
ekstensi primer pada suhu 72
o
C selama 5 menit. Pada akhir siklus, reaksi pencampuran 
diatur pada suhu 72
o
C selama 5 menit dan selanjutnya didinginkan pada suhu 4
o
C. 
Amplifikasi PCR dideteksi dengan menggunakan gel elektroforesis agaros dan 
divisualisasi dengan UV flouroscens setelah dicat dengan etidium bromida. 
Analisis filogenetik dan evolusioner molekuler actinomycetes yang didapat 
dilakukan dengan menggunakan software Phylip (Saitou and Nei, 1987). Sekuens 16S 
rRNA gen dari isolat terpilih dicocokkan dengan menggunakan program CLUSTAL X 
terhadap urutan nukleotida yang memiliki kemiripan dari Data Bank, lalu dibuat pohon 
filogenetik untuk menentukan kekerabatan isolat tersebut (Thompson et al., 1997). 
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Gambar 1. Bagan Alir Karakterisasi Isolat Actinomycetes  
 
BAB V  
HASIL DAN PEMBAHASAN 
A. Uji antagonis isolat 
Hasil uji secara antagonis menunjukkan bahwa strain WGKP  mampu 
menghambat semua fungi uji. Strain menghambat sangat kuat terhadap Fusarium 
oxysporum dan Tricoderma resei, akan tetapi kurang menghambat pada Aspergillus 
flavus. Selanjutnya penghambatan pada fungi kelompok uniselluer menunjukkan bahwa 
strain WGKP menghambat C.albicans hampir sama kuat dengan Saccharomyces 
cerevisiae (Gambar.1 dan Tabel.1 ). Ini menunjukkan bahwa strain tersebut mampu 
menghambat kedua kelompok fungi uji sehingga dapat dikelompokkan sebagai strain 
penghasil senyawa metabolit antifungi berspektum luas. 
 
Tabel 1. Aktivitas antifungi dari semua isolat Actinomycetes penghasil antifungi  
 
Strain Zona Hambatan (mm)/Persen Penghambatan 
S.cerevisiae C.albicans A. flavus F.oxysporum 
UNKP 22/[56] 18,1/[63,8] - - 
LGKP  19,2/[61,6] 16/[68] - 28/[44] 
LNKP  18/[64] 15,4/[69,2] 20,2/[59,6] 17,1/[65,8] 
MMKP 17/[66] 19,7/[60,6] 19/[62] 18/[64] 
WSKP  21/[58] 20/[60] 17/[66] 18,5/[63] 
SDKP  13,4/[73.2] 17/[66] 21,1/[57,8] 15/[70] 
PGKP  18/[64] 22/[56] 22,3/[55,4] 20/[60] 
GWKP  17,1/[65,8] 16,1/[67,8] 20/[60] 19,7/[60,6] 
MKKP  20/[60]  17,4/[65,2] 23/[54] 21/[58] 
PRKP  25/[50] 21/[58] 21/[58] 15/[70] 
WGKP  6 /[88] 10 /[80] 20 /[60] 7,6 /[84,8] 
BRKP  21/[58] 24/[52] 24/[52] 21/[58] 
WJKP  28/[44] - 28/[44] 19/[62] 
PPKP  20/[60] 18/[64] 26/[48] 20,5/[59] 
SWKP  22,5/[55] 16,7/[66,6] 24/[52] 19,9/[60,2] 
LWKP  19,2/[61,6] 17,9/[64,2] 23/[54] 21,1/[57,8] 
BTKP  21,3/[57,4] 18,5/[63] 20/[60] 19,8/[60,4] 
 
   
   
Gambar 1. Zona penghambatan pertumbuhan yang disebabkan oleh metabolit yang 
dihasilkan oleh Actinomycetes sp WGKP yang ditumbuhkan pada medium Potato 
Dextrose agar selama 2 minggu terhadap, A. Trichoderma resei, B. Fusarium 
oxysporum, C. F.oxysporum var. bananas, D. Candida albicans, E. Saccharomyces 
cerevisae, F. Aspergillus flavus 
 
 
B. Hasil Pengujian pertumbuhan terhadap beberapa media 
Untuk mengoptimalkan produksi senyawa antifungi pada isolat terpilih tersebut, 
maka dilakukan uji seleksi media produksi. Proses produksi dan karakterisasi senyawa 
antifungi isolat terpilih dilakukan dengan mengacu pada jenis media yang menghasilkan 
senyawa antifungi paling tinggi.  Isolat dikultivasi dengan beberapa media antara lain: 
ISP1, ISP2, ISP4, Bennett, dan SNB (starch nitrate broth)(Gambar 2). Gambar 2 
tersebut memperlihatkan bahwa isolat mampu tumbuh pada ketiga kelompok media ISP 
yang diujikan.  Isolat yang ditumbuhkan pada media ISP1 tidak menunjukkan respon 
yang signifikan dalam hal berat biomassa yang dihasilkan. Demikian pula dengan lama 
waktu inkubasi terhadap produksi senyawa antifungi yaitu rata-rata setelah hari ketujuh 
sampai hari ke 11. Isolat WGKP cenderung menunjukkan zona diameter hambatan 
lebih tinggi yaitu sekitar 15 mm. Ini mengindikasikan bahwa media ISP1 cukup bagus 
digunakan untuk melakukan produksi senyawa antifungi.  
 
 Gambar 2. Hubungan antara jenis media dengan berat biomassa isolat WGKP   
 
Selanjutnya pada medium ISP2 terlihat adanya respon yang cukup berbeda dari 
isolat terpilih. Meski demikian respon isolat pada media ISP2 masih lebih tinggi jika 
dibanding pada media ISP1. Penggunaan media lainnya yaitu ISP4 pada isolat terpilih 
menunjukkan bahwa isolat terpilih mampu tumbuh pada media tersebut. Aktivitas 
antifungi dan biomassa yang dihasilkan pada media ISP4 memiliki kemiripan dengan 
media ISP1. Meski memiliki kandungan nutrisi berbeda pada kedua media tersebut 
namun isolat terpilih memiliki respon yang hampir sama pada dua media tersebut.  
Penggunaan media lainnya untuk isolat terpilih yaitu Bennett. Analisis produksi 
biomassa menunjukkan bahwa media Bennett menunjukkan produksi biomassa yang 
lebih tinggi dibandingkan semua media yang digunakan. Sebaliknya produksi biomassa 
paling rendah pada media ISP4. Hal ini menunjukkan bahwa isolat terpilih mampu 
membentuk biomassa lebih banyak pada media Bennett karena kandungan nutrisi yang 
diperkaya (enriched) terutama yeast extract dan pepton sebagai sumber N utama. 
Sementara itu, media ISP4 tidak mengandung nutrisi yang diperkaya. Hal yang berbeda 
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Waktu sampling (Hari) 
ISP1 ISP2 ISP4 Benett Medium
ditunjukkan oleh media SNB yang tidak menunjukkan produksi biomassa seperti media 
Bennett, namun menunjukkan aktivitas antifungi yang lebih tinggi dibanding semua 
jenis media yang digunakan. Kandungan amilum sebagai sumber karbon utama dan 
sumber N anorganik pada media SNB menyebabkan pertumbuhan isolat kurang 
mendukung produksi biomassa dalam waktu singkat dibanding media Bennett dan 
ISP2.  
Berdasarkan grafik pertumbuhan, terlihat bahwa isolat yang ditumbuhkan pada 
semua media uji, maka aktivitas antifungi mulai terbentuk setelah hari ketiga dan 
mencapai maksimum sebelum hari ke 11. Hal ini menunjukkan bahwa pada rentang 
waktu tersebut, pertumbuhan isolat sudah memasuki fase pertumbuhan stasioner dan 
mencapai titik tertinggi pada hari ke 11. Hal ini terlihat pada produksi biomassa yang 
mencapai puncak pada hari ke 8 dan turun setelah hari ke 11. Menurut Reichenbach et 
al. (1988) produksi senyawa metabolit sekunder dimulai pada saat pertumbuhan 
mikrobia memasuki akhir fase logaritmik dan memasuki fase stasioner. Selanjutnya, 
produksi metabolit S. rochei AK 39 yang dilaporkan oleh  Augustine et al. (2005) 
terjadi selama akhir log fase dalam medium fermentasi yang secara proporsional 
mengikuti laju pertumbuhan mikrobia.  
 
C. Optimasi Produksi Senyawa Antifungi Berdasarkan Sumber C dan N 
Kajian terhadap produksi antibiotik biasanya berkaitan dengan penelitian tentang 
media yang digunakan untuk optimasi produksi. Produksi senyawa antibiotika termasuk 
antifungi sangat dipengaruhi oleh jenis dan konsentrasi sumber  C dan N. Menurut 
Rizki et al. (2007) bahwa kelompok Streptomyces spp mampu memetabolisir berbagai 
senyawa yang berbeda termasuk gula-gula, alkohol, antibiotik dan senyawa aromatik 
melalui pembentukan enzim-enzim ekstraseluler. 
Berdasarkan uji pemilihan media untuk produksi antifungi isolat terpilih, maka 
terlihat bahwa  produksi antifungi isolat menunjukkan aktivitas tertinggi pada media 
SNB. Oleh karena itu, media ini dijadikan sebagai media basal dengan variasi sumber 
karbon dan ntirogen yang berbeda.  
Hasil pengujian menunjukkan bahwa produksi antifungi dengan sumber C yang 
berbeda mempunyai efek variatif produksi antifungi sebagaimana ditampilkan pada 
Gambar 3. Tampak bahwa sumber karbon sangat berpengaruh terhadap kemampuan 
menghasilkan antifungi pada isolat terpilih. Isolat terpilih menunjukkan aktivitas 
penghambatan terhadap fungi uji paling tinggi jika ditumbuhkan pada media yang 
mengandung sumber karbon amilum. Sebaliknya aktivitas penghambatan terendah 
ditunjukkan oleh sumber karbon maltosa. Bahkan sumber karbon glukosa justru tidak 
mampu meningkatkan aktivitas antifungi dibanding sumber karbon lainnya. Hal ini 
berbeda dengan yang dilaporkan oleh peneliti sebelumnya bahwa sumber karbon 
glukosa dan gliserol justru meningkatkan produksi biomassa S.griseus.  Lebih lanjut 
Oskay (2009) melaporkan bahwa produksi antifungi oleh Streptomyces sp. KEH23 
meningkat jika kultur diberi sumber karbon gliserol dan glukosa.  
 
 
 Gambar  3.   Hubungan antara berat biomassa isolat WGKP dengan diameter zona 
hambatan berdasarkan sumber C (n=3 kali). 
 
Berdasarkan hasil analisis pengaruh sumber karbon pada isolat terpilih tersebut, 
maka sumber karbon paling bagus digunakan untuk mengoptimalkan produksi antifungi 
isolat adalah amilum. Sumber karbon ini diduga berperan sebagai induser dalam 
pembentukan senyawa metabolit sekunder. Hal yang sama dilaporkan oleh Himabindu 
dan Jetty (2006) yang menunjukkan bahwa amilum merupakan sumber karbon terbaik 
untuk produksi antimikrobia oleh Micromonospora echinospora. Sumber karbon 
glukosa justru menunjukkan aktivitas yang rendah dan diduga menjadi senyawa 
repressor untuk pembentukan senyawa antifungi. Namun berbeda dengan yang 
dilaporkan oleh beberapa peneliti yang menunjukkan aktivitas antifungi yang optimal 
jika digunakan glukosa sebagai sumber karbon (El-Mehalawy et al., 2005 dan 
Kathiresan et al., 2005).  Aktivitas antifungi bahkan meningkat sekitar 4 kali lipat jika 
glukosa, gliserol dan amilum digunakan sebagai media dasar dibanding jika sumber 
karbon satu-satunya adalah amilum. Hal ini berkaitan dengan fase awal pertumbuhan, 
glukosa yang mungkin paling mudah dimetabolisir atau dapat juga sebagai stimulator 
energi (Ismet et al., 2004) 
Selain sumber karbon yang digunakan untuk optimasi produksi senyawa 
antifungi, dalam penelitian ini dilakukan pula pengujian sumber nitrogen terhadap isolat 
terpilih (Gambar 4). Tampak bahwa sumber nitrogen yeast extract menunjukkan 
aktivitas paling tinggi dibandingkan dengan sumber nitrogen dari KNO3. Aktivitas 
antifungi paling rendah ditunjukkan oleh (NH4)H2PO4. Hal ini menunjukkan bahwa 
isolat memiliki respon yang berbeda terhadap sumber nitrogen yang berbeda dengan 
sumber karbon. Oleh karena itu kedua sumber nitrogen tersebut dinyatakan sebagai 
inhibitor atau represor terhadap pembentukan metabolit sekunder pada isolat. Fenomena 
ini sama dengan yang dilaporkan oleh Himabindu dan Jetty (2006) bahwa penggunaan 
sumber nitrogen NH4NO3
 
dan
 
(NH4)H2PO4 sangat tidak efektif dalam produksi 
gentamicin karena menurunkan produksi metabolit tersebut. 
 
 
 
 
Gambar 4.  Hubungan antara berat biomassa isolat WGKP dengan diameter zona 
hambatan berdasarkan sumber N. 
 
 
Menurut Vasavada et al. (2006) bahwa sumber nitrogen anorganik menunjukkan 
hasil yang lebih dalam meningkatkan produksi antibiotik dibandingkan sumber nitrogen 
organik. Berbeda dengan yang ditunjukan oleh isolat terpilih justru sebaliknya, sumber 
nitrogen anorganik memiliki aktivitas rendah dibanding dengan sumber nitrogen  
organik. Nitrogen merupakan komponen menyusun sekitar 10% berat kering sel bakteri, 
yang umumnya menjadi penyusun utama protein dan asam nukleat. Diketahui bahwa 
nitrogen mempengaruhi nutrisi dan metabolisme baik hubungan temporal antara 
tropofase dan idiofase maupun dengan titer akhir antibiotik. Pengaruh ini dapat secara 
langsung terhadap antibiotogenesis pada aras metabolisme sekunder baik melalui 
ketersediaanya sebagai substrat untuk sintetase antibiotik maupun melalui modulasi 
biosintesis/aktivitas/stabilitas enzim-enzim tersebut. Secara tidak langsung nitrogen 
mengontrol antibiotogenesis dengan menekan metabolisme sekunder hulu melalui 
regulasi nitrogen dari metabolisme primer yang menyediakan prekursor non-nitrogen 
pada metabolit sekunder. 
Penggunaan pepton sebagai sumber nitrogen sebanyak 0,2-0,5% tanpa gula-gula 
menghasilkan pertumbuhan optimum bagi Actinobacteria. Penggunaan pepton pada 
konsentrasi tinggi akan mengganggu ration C/N yang akan menekan pertumbuhan 
Actinobacteria. Akan tetapi dengan penambahan glukosa, maka penggunaan pepton 
sampai 0,8% dapat digunakan untuk pertumbuhan karena glukosa dapat meningkatkan 
ratio C/N pada aras yang aman (Tiwari et al., 2007) 
Mikrobia mereduksi karbohidrat menjadi asam organik yang dapat menurunkan 
pH medium. Penambahan pepton sebagai sumber yang kaya N, mikrobia terfokus untuk 
membentuk alkali  pada media broth yang tidak diberi karbohidrat. Akan tetapi dengan 
penambahan gula-gula berlebih sebagai sumber karbon, maka Actinobacteria akan 
menghasilkan asam organik dalam jumlah yang banyak, sehingga menurunkan pH 
medium, tetapi sebaliknya dengan penambahan pepton, maka mikrobia membentuk 
alkali yang akan menetralisir pH medium. 
Data pada uji optimasi media dari isolat terpilih menunjukkan kecenderungan 
linier antara pembentukan biomassa dengan aktivitas antifungi. Hal ini sama dengan 
yang ditunjukkan oleh pengaruh sumber karbon. Menurut Nguyen et al. (1995) bahwa 
pengaruh nitrogen ditunjukkan oleh aktivits glutamin sintetase (GS) yang diatur dengan 
ketersediaan sumber nitrogen. Sumber media yang kaya akan nitrogen akan menekan 
sintesis GS dan sebaliknya meningkatkan proses adenilasi GS. Menurut Reuther 
&Wohlleben (2007), GS merupakan enzim kunci metabolit sekunder. Umumnya 
bakteri hanya mengandung satu tipe enzim GS yang dikode oleh gen glnA. Namun pada 
kasus S.coelicolor justru diatur oleh 2 GS fungsional yang terlibat dalam asimilasi 
nitrogen yaitu glnA dan glnII. Kontrol asimilasi nitrogen dan metabolisme dimediasi 
oleh sistem regulasi transkripsional dan post translasi.  
 Berdasarkan hasil optimasi sumber karbon dan nitrogen pada isolat terpilih 
tersebut terlihat bahwa respon yang sama ditunjukkan untuk sumber karbon. Sumber 
karbon terbaik untuk kedua isolat adalah amilum, sedangkan sumber nitrogen terbaik 
adalah yeast extract dengan konsentrasi 0,25%. Fguira et al. (2003) melaporkan bahwa 
aktivitas antimikrobia (antibakteri dan antifungi) dari Streptomyces sp. strain US80 
menunjukkan aktivitas paling tinggi digunakan amilum 1% sebagai sumber karbon 
satu-satunya serta penambahan oligoelemen mineral. Untuk itu, produksi antifungi 
isolat dilakukan pada media basal yang diberi sumber karbon yang sama untuk isolat 
sedangkan untuk sumber nitrogen digunakan N organik. 
Metode pemacuan produksi senyawa antifungi dengan menggunakan media cair 
dan bifasik dipertelakan pada Gambar 5 dan 6. Hasil penelitian diperoleh bahwa metode 
bifasik menunjukkan hasil pemacuan produksi antifungi yang lebih baik dibandingkan 
dengan metode cair. Hal ini berkaitan dengan ketersediaan nutrisi yang ada pada media 
selama proses fermentasi. Pada metode bifasik, ketersediaan nutrisi lebih tinggi 
dibanding metode cair sehingga memungkinkan mikrobia melakukan proses 
metabolisme lebih optimal. 
 
 Gambar 5.  Hubungan antara berat biomassa isolat WGKP dengan diameter zona 
hambatan berdasarkan metode fermentasi cair. 
 
 
Gambar 6. Hubungan antara berat biomassa isolat WGKP dengan diameter zona 
hambatan berdasarkan metode fermentasi bifasik. 
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D. KLT-Bioautografi antifungi strain Actinomycetes sp. WGKP 
Hasil pengujian KLT Bioautografi menunjukkan adanya 4 bercak pada 366 nm. 
Ketiga bercak tersebut memiliki nilai Rf masing-masing 0,80; 0,52; 0,41 dan 0,13 
berdasarkan eluen gerak (kloroform : metanol, 20:1 v/v). Satu bercak dengan nilai Rf 
0,52 menunjukkan aktivitas antifungi (Gambar 7). Ini menunjukkan bahwa ada senyawa 
antifungi yang dihasilkan oleh strain tersebut. 
 
Gambar 7. KLT-Bioautografi zona hambatan pertumbuhan fungi uji (C.albicans) oleh 
senyawa antifungi pada Rf 0,52 dari strain WGKP. Eluen gerak [CHCl3:MeOH, 20:1] 
 
E. Purifikasi senyawa antifungi 
Proses purifikasi masih belum selesai sampai laporan ini dibuat. Proses purifikasi 
dilakukan terhadap ke 4 ekstraksi yang menunjukkan aktivitas antifungi. Keempat 
ekstrak tersebut antara lain ekstrak n-hexane, kloroform, aseton dan metanol. 
Selanjutnya ekstrak kloroform yang menunjukkan aktivitas paling besar dari semua 
ekstrak, maka dilakukan pemurnian lebih lanjut.  
Proses purifikasi awal menunjukkan bahwa pada ekstrak kloroform diperoleh 15 
fraksi yang digabung dalam masing-masing 7 gabungan fraksi yang diberi kode (D1, 
D2, D3, D4, D5, D6 dan D7). Hasil uji aktivitas antifungi dari gabungan fraksi tersebut 
menunjukkan bahwa ada 3 gabungan fraksi yang menghambat pertumbuhan fungi uji, 
yaitu (D2, D4 dan D5). Selanjutnya fraksi gabungan D4 (Gambar 8) yang menunjukkan 
aktivitas paling tinggi dilakukan purifikasi lebih lanjut dan dihasilkan 3 fraksi gabungan 
yaitu (D4.1, D42, dan D4.3).  
Berdasarkan hasil KLT diperoleh nilai Rf yang sama pada  D4.2 dengan bercak 
pola yang lebih memudahkan untuk pemurnian berikutnya. Hasil pengujian dari semua 
gabungan fraksi menunjukkan bahwa semua gabungan fraksi aktif menghambat fungi 
uji. Pemurnian lebih lanjut menunjukkan bahwa senyawa yang didapat sudah murni 
dengan visualisasi bercak tunggal dengan eluen yang berbeda-beda.  
 
 
 
Gambar 8. Kromatogram dari Fraksi gabungan D4 yang menunjukkan aktivitas  
                  antifungi. 
 
Selanjutnya hasil kolom kromatografi dari gabungan fraksi yang diberi kode B 
memiliki aktivitas antifungi yang cukup besar. Hasil kolom menunjukkan adanya dua 
kelompok dari gabungan fraksi dari kode B tersebut yang memiliki aktivitas tinggi 
terhadap fungi uji yaitu gabungan fraksi yang diberi kode B1 dan B2 sedangkan B3 
tidak aktif.  
Ekstrak lainnya yang memiliki aktivitas terhadap fungi yaitu ekstrak metanol. 
Proses purifikasi awal menunjukkan adanya dua kelompok/gabungan fraksi yang 
menunjukkan aktivitas antifungi yang cukup besar yang diberi kode M1 dan M2. Satu 
gabungan fraksi yang diberi kode M3 tidak menunjukkan aktivitas antifungi.  
 F. Morfologi dan karakter koloni isolat WGKP  
Pengamatan secara morfologis pada strain yang ditumbuhkan pada medium ISP2 
selama 7 hari menunjukkan bahwa strain tersebut dikelompokkan dalam genus 
Streptomyces sp. Hasil pengamatan secara mikroskopik (400x perbesaran) 
menunjukkan adanya pembentukan myselium substrat bercabang yang membawa spora 
berbentuk rantai spiral (Gambar 9) 
 
Gambar 9. Morfologi miselium aerial pada medium ISP2 yang berumur 7 hari 
 
 
Hasil pengujian untuk karakterisasi strain WGKP pada beberapa media uji 
menunjukkan bahwa WGKP tumbuh baik pada media tersebut kecuali pada nutrient 
agar. Warna aerial dan substrat miselium pada medium tersebut dapat ditunjukkan pada 
Tabel 2. Warna aerial miselium putih sampai kekuningan, sedangkan warna baliknya 
putih sampai hitam, akan tetapi tidak ada difusi pigmen yang dihasilkan dalam media 
uji oleh strain tersebut. 
 
 
 
 
Tabel 2. Karakteristik kultur dari strain Actinomycetes sp WGKP 
Medium Warna 
Koloni 
Pertumbuhan Aerial  
Miselium 
Substrat 
Miselium 
ISP2 Coklat Lebat/Subur Putih keabu-
abuan 
Hitam 
ISP3 Abu-abu Moderat Abu-abu Putih 
ISP4 Abu-abu Moderat Hitam Krem 
ISP5 Putih Moderat Putih-Keabu-
abuan 
Keabu-abuan 
SNA Coklat Lebat/Subur Putih Kuning Terang 
Bennett Putih Lebat/Subur Putih Putih 
Nutrient 
Agar 
Putih Kurang  Kekuningan Abu-abu 
Gzapek’s 
Agar 
Putih Moderat Putih Putih 
TSA Putih Moderat Putih Putih 
 
3. Karakter fisiologis strain WGKP 
Selanjutnya hasil uji sifat-sifat fisiologis strain WGKP tertera pada Tabel 3. Strain 
mampu tumbuh pada semua sumber karbon yang diujikan, akan tetapi tidak mampu 
tumbuh pada L-isoleusin dan L-asparagine. Uji hidrolisis menunjukkan bahwa strain 
mampu memecah amilim, kasein, gelatin dan kitin yang ditunjukkan oleh pembentukan 
zona bening di sekitar koloni. Akan tetapi, strain WGKP tidak mampu memecah tween-
80.  
Tabel 3. Karakter fisiologi Actinomycetes sp WGKP 
Uji Hasil 
Penggunaan sumber K:  
Dextrose + 
D (+) Glucose + 
L (+) Arabinose + 
 Lactose + 
Xylan + 
Xylose + 
Sucrose + 
D-Mannitol + 
Maltose + 
Glyserol + 
Penggunaan sumber N: - 
DL-Butirate    + 
L-Valine + 
L-Isoleusine - 
L-Asparagine - 
Hidrolisis:  
Gelatine + 
Casein + 
Starch + 
Tween-80 - 
Chitin + 
Tumbuha pada:  
NaCl  0 – 4% 
pH 5 – 10 (Optimum 7) 
Temperatur  20 – 37oC (Optimum 25) 
Pembentukan pigmen melanoid - 
Keterangan:  +    = Tumbuh  
- =  Tidak tumbuh 
 
Hasil uji kisaran pertumbuhan terhadap perlakuan pH dan suhu menunjukkan 
bahwa strain WGKP tumbuh pada kisaran 20-37
o
C (optimum 25
o
C) dan tidak mampu 
tumbuh pada suhu 4
o
C dan 45
o
C.  Strain WGKP tidak mampu tumbuh pada pH 5 dan 
10, tetapi tumbuh optimum pada pH 7. Strain tumbuh pada medium ISP2 yang diberi 
NaCl konsentrasi 0 sampai 4%, dan tidak mampu tumbuh pada konsentrasi diatas 4%. 
Hal ini menunjukkan ciri yang umum untuk actinomycetes yang berasal dari tanah, dan 
berbeda dengan kelompok actinomycetes yang berasal dari laut yang mampu tumbuh 
sampai kisaran diatas 10%.  
 
F. Pohon Filogenetik strain WGKP 
Hasil analisis berdasarkan gen 16SrRNA menunjukkan bahwa strain WGKP 
merupakan genus Streptomyces yang memiliki kedekatan dengan S.yogyakartensis 
(Gambar 10)  
  
Gambar 10. Filogenetik strain WGKP terhadap genus Streptomyces spp 
 
 
Meski demikian, hasil tersebut masih belum maksimal karena sekuens yang 
digunakan untuk mengalignment sekitar 900 bp, akan tetapi analisa awal tersebut 
menunjukkan bahwa strain WGKP memiliki kedekatan dengan genus Streptomyces. 
Hal ini ditunjukkan pula dengan analisis out group yang diujikan (Bacillus subtilis) 
menunjukkan adanya jarak yang cukup jauh dari semua kelompok genus Streptomyces 
spp tersebut.  
 
 
S. filipiniensis NBRC 12680 
S.murinus NBRC 12799 
S.achromogenes subsp rubradi 
S.mutabilis NRRL ISP5 
S.felleus NBRC 12766 
S.finlayi NRRL B-1214 
S.mutomycini NRBC 100999 
S.fimicarius  ISP5322 
S.bacillasis NBRC 104276 
S.aureus B7319 
S.acidiscabies ATCC 49003 
WGKP 
S. yogyakartensis 
S.cangkringensis 
S.indonesisensis DSM 41 
S.flocullus NBRC 1 
S.aburaviensis AS 4.18 
S.baliensis NBRC 104276 
S.glaucosporus NBRC 15416 
Bacillus subtilis DSM 10T 
S. achromogenes subsp achromo 
BAB VI 
KESIMPULAN DAN SARAN 
 
1. KESIMPULAN 
Hasil penelitian menunjukkan bahwa ada 18 isolat yang memiliki kemampuan 
menghasilkan senyawa antifungi, dan satu isolat yang diberi kode WGKP menunjukkan 
aktivitas antifungi paling tinggi. Isolat terpilih menunjukkan pertumbuhan paling bagus 
pada media Bennett dan SNB. Produksi antifungi paling tinggi pada media yang diberi 
amilum (tepung tapioka) 1% dan yeast extract 0,25% dengan metode fermentasi 
bifasik. Isolat terpilih menunjukkan karakteri morfologi Streptomyces spp dan memilili 
similaritas dengan S.vayuensis. Senyawa antifungi yang dihasilkan menunjukkan 
kecenderungan polaritas rendah yang tidak nampak dengan deteksi UV, tapi berwarna 
kuning dengan reagen serium sulfat. 
2. SARAN 
Perlu dilakukan purifikasi dan analisis struktur senyawa serta eksplorasi gen PKS 
dan NRPS untuk mengetahui lebih jauh tentang kemungkinan isolat ini penghasil 
senyawa antifungi baru 
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